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PROCEDE POUR AUGMENTER LE RENDEMENT DES RECOLTES DES 
PLANTES AGRONOMIQUES PAR STIMULATION DE LA GERMINATION DES 

GRAINS DE POLLEN 



5 L ' invention a pour objet un precede destine ci augmenter 

le rendement des recoltes des plantes agronomiques . 

L ' augmentation du rendement des recoltes des plantes 
agronomiques est une preoccupation constante de I'exploitant 
agricole . 

10 D'un point de vue au moins theorique, il exist e 

diverses voies pour augmenter ce rendement *et en particulier 
il est evident pour I'homme du metier qu'il devrait etre 
possible d*y parvenir en agissant sur la fecondation et plus 
particulierement sur la germination des grains de pollen- en 

15 stimulant cette derniere. 

On rappelle que les grains de pollen sont transportes, 
lors de la pollinisation, sur les fleurs et deposes a la 
surface receptrice du stigmate. 

Lorsqu'il y a compatibilite pollinique, les grains de 

20 pollen germent; ce phenom^ne se traduit par la 
dif f erenciation d'un tube pollinique qui chemine a 
1 ' interieur du style, qui est un ' organe longiforme 
surmontant I'ovaire et se terminant par le stigmate, 
jusqu'au sac embryonnaire dans lequel se produit la 

25 fecondation. 

Il est bien connu (voir par exemple la page 405 de 
l*ouvrage Biologie Vegetale, "Croisseuice Morphogenese 
Reproduction" par P. Champagnat, P. Ozenda et L, Baillaud, 
paru Chez Masson et Cie, Editeurs, edition 1969) que la 

30 longevite du grain de pollen, une fois la pollinisation 
realisee, est faible et ne depasse generalement pas une 
duree de 24 heures . Et lorsque la germination d'un grain de 
pollen donne n'a pas lieu pendant cette courte duree, la 
fecondation qu'il aurait pu assurer ne se produit pas. 

35 L' invention a done pour but, surtout, de fournir des 
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moyens propres a scimuler la germination des grains de 
pollen . 

EC, la Societe Demanderesse , a 1 ' issue de recherches 
approfondies portant au depart sur des extraits d'aigues 
5 brunes essentiellement a base de fractions 
oligosaccharidiques , a trouve non seulement que lesdits 
extraics d'aigues favorisaient la germination des grains de 
pollen grace en partie a la presence desdites fractions 
oligosaccharidiques mais surtout que ces extraits d*algues 

10 contenaient en tres faible quantite de tres nombraux 
composes comportant la structure betaine pazmi lesquels la 
L-phenylaianine betaine est la plus abondante et oour 
lesquels une remarquable activite stimulatrice de la 
germination des grains de pollen a pu etre mise en evidence, 

15 cette activite etant attribuable a la presence de la 
struccure betaine dans le compose en question; la Societe 
Demanderesse a egalement pu etablir que les composes a 
struccure betainoide avaienc la meme activite stimulatrice. 
li est rappele que la structure betaine est celle 

20 presentee par les derives d' amino- ou d ' imino-acides 
comporcant un radical azote tetravalent per-methyle; dans le 
cas de la structure betainoide, 1' azote tetravalent est per- 
alkyle , 

L' invention a done pour objet 1 ' utilisation pour la 
25 stimulation de la germination des grains de pollen de 
plantes agronomiques , d'une quantite efficace d'au moins un 
compose pos sedan t la structure betaine ou betainoide, ledit 
compose etant. different de la glycine betaine..^ 

Plus particulierement , 1' invention porte sur 
30 1 ' utilisation de compose comportant la structure betaine 
presentaht la formule generale : 



35 




COO" 

(I) 
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3 



5 dans laquelle: 

- Ri represente une chaine laterals d'un a-amino-acide 
ou d'un a-imino-acide, 

- R2/ R4 representent des radicaux alJcyles 
identiques ou differents, satures ou insatures, ramifies ou 

10 non, comportant de 1 a 16 atomes de carbone et 
eventual lement un ou des noyaux aroma tiques ou 
heterocycliques , 

- Rs represente I'atome d'hydrogene ou un radical alkyle 
sature ou insature, ramifie ou non, comportant de 1 a 5 

15 atomes de carbone, ce radical alkyle pouvant porter des 
fonctions monovalentes notamment des hydroxyles et des 
halogenes ainsi que des fonctions divalentes, notamment des 
carbonyles, 

Ri/ R2/ R3/ R4 et Rs, lorsqu'il est different de pris 
20 deux a deux, pouvant former des cycles ayajat de 3 a 10 
chalnons , ces cycles pouvant comporter au moins un 
heteroatome. 

Selon un mode de realisation avantageux, le compose 
comportaxLt la structure betaine ou betainoide est represente 
25 par la formule I dans laquelle : 

- Ri represente la chaine laterale d'un a-amino-acide 
aroma ti que choisi deuas le groupe comprenant les radicaux 
phenylalkylene , hydroxyphenylalkyl^ne et indolyl-alkyl^ne 
ayant de 1 a 5 atomes de carbone, le radical aminopropyle et 

30 le radical aminobutyle, 

- R2, R3 et R4 sont des radicaux alkyles identiques ou 
differents ayant de 1 a 3 atomes de carbone, et 

- R5 represents 1 • atome d • hydrog^ne . 

Selon un autre mode de realisation avajitageux, on 
35 utilise un compose de formule (I*) ou de formule (I") a 
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Structure cyclique 



COO- 




5 (CH^„ 



(r) 



10 



15 



20 



25 



30 




COCT 



(CH2). 



in 



35 



dans lesquelles: 

- n est un nombre entier de 1 et 10, 

- Rif R3/ ^4 et R5 sont tels que definis en rapport avec 
la formule (I) . 

Dans la formule (I')/ n est de preference egal a 2 ou 
a 3 et, dans la formule (I"), n est de preference egal a 1 
ou 2 . 

Selon un autre mode de realisation avantageux de 
1' invention, le compose a storucture betalne est, .choisi dans 
le groupe comprenant la L- tyrosine betaine, la L-tiryptophane 
betaine, la L-lysine betaine, la L-arginine betalne, la L- 
lysine (quaternisee au niveau de 1' azote en position 5)- 
betaine, ou la L-arginine (quaternisee au niveau d'un azote 
du residu guanidine) -betaine . 

De fagon particulierement avantageuse, le compose a 
structure betaine est la L -phenylalanine betaine. 

Le compose comportant la structure betaine peut,. pour 
autant qu*il s*agit de la L-phenylalanine betaine, etre 
obtenu par recuperation k partir d'extraits d'algues brunes . 

Le prix de revient d'un produit ainsi obtenu etant 
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toutefois trop eleve pour une utilisation industrielle en 
raison des faibles teneurs de depart, la Sociece 
Demanderesse a mis au point un procede de synthese plus 
performant que ceux qui existent deja pour preparer ladite 
5 L-phenylalajaine betaine. 

II est en effet connu de preparer la L- phenyl -alanine 
betaine par trimethylation de la L -phenylalanine a 1 ' aide 
d'un exces d'oidure de methyle. Cependant, ce procede 
presente 1 ' inconvenient ttiajeur de mettre en oeuvra une grande 
10 quantity d' iodure de methyle qui est un produit onereux. En 
outre, ce procede libere une quantite importante d' iodure. 
ri est done necessaire de separer le produit final obtenu de 
ces iodures, classiquement par oxydation a 1 ' aide d'eau 
oxvgenee, ce qui augmente encore la coit de la synthese. 
^5 Or, la Societe Demanderesse a trouve que. la u- 

phenylalanine betaine pouvait §tre obtenue a 1 • aide d'un 
procede mettant en oeuvre des reactifs moins onereux et 
necessitant une purification plus limitee. 

Le procede de preparation de L -phenylalanine betaine 
20 conforme a 1' invention comporte : 

- une etape de N-dimethylation de la L-phenyl -alanine 
{ID a I'aide d'hydrog^ne et de formol selon le 
schema raactionnel 





NH2 y^S 

30 (") ("') 

- une etape de methylation du produit (III) obtenu a 
1' etape precedente a I'aide d' iodure de methyle 
selon le schema reactionnel 
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CH3^ 



COOH 



CH3I 





COO 



CH3 



CH3 



(III) 



(IV) 



20 



25 



30 



35 
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- une ecape de purification de la L -phenylalanine 
betaine (IV) obtenue k I'etape precedence, cette etape de 
purification comprenant une recristallisation -notammenc par 
I'ethanol, puis un lavage par de 1* acetone puis par de 
1 ' heptane . 

Dans ce precede, une seule molecule d*iodure de mechyle 
par molecule de produit fini est necessaire et, par 
consequent, la quantite d'iode I2 a eliminer en fin de 
reaction est moindre. 

Dans le precede conforme a 1' invention, I'etape de 
dimethylation peut etre effectuee avantageusement dans un ' 
solvant alcoolique tel que le methanol, et en presence d'un 
catalyseur tel que du" palladium sur charbon ou 1 ' oxyde de 
platine. On prefere, pour des raisons de couts, utiliser le 
palladium sur charbon. 

Les produits chimiques de I'etape de dimethylation sont 
introduits sous gaz inerte (azote, argon) dans le reacteur 
dans 1 ' ordre suivant : 

- la L-phenylalanine , 

- le catalyseur mis en suspension au prealable dans une 
solution aqueuse de formaldehyde et 

- le solvant alcoolique. 

On peut preparer les composes de formule (I') dans 
laquelle Ri represente la chaine laterale d* un -.a-aminoacide 
aromaticjue, selon le schema reactionnel suivant: 
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L-phenylaianine betaine 

+ '—^ (( )) , COOH 

OHC— (CH2)— CHO catalyaeur 



n-2 




I R4X 

T 



10 \^J/ — 

I 




15 - X representant un atome d'halogene, de preference 

I'iode, 

- R4 etanc eel que defini ci-dessus. 

Ainsi, on peut preparer le compose de formule 

20 




25 

par reduction, ^ 1 ' aide d'hydrogene et en presence de 
palladium sur charbon, d'un melange de L-phenyl -alanine et 
d' aldehyde succinique sous forme de solution aqueuse dcins un 

30 melainge eau/methanol .; apres separation du catalyseur par 
filtration, I'isolement du produit obtenu est- realise apres 
evaporation du solvant; apres purification du produit obtenu 
par recristallisation dans I'ethanol, il est traite par une 
molecule d * iodomethane en presence de carbonate de 

35 potassium. 
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Par ailleurs, ie compose de formule 




peut etre prepare de la meme fagon que precedemment en 
utilisajit, a la place de 1 ' aldehyde succinique, du 
10 glutaraldehyde . 

On peut preparer les composes de formule (I")dans 
laquelle R3 = R4 de la maniere suivante. 

La L-proline (n=l) ou I'acide L-pipecolique (n=2) sont^ 
traites par au moins deux equivalents d'halogenure d'alJcyle 
15 de formule RX dans laquelle: 

R = R3 = R4 et X = CI, Br ou I 
dans un melange hydromethanolique en presence de deux 
equivalents de carbonate de potassium. Apres agitation a 
temperature ordinaire pendant 10 heures , on evapore le 
20 solvant puis on recristallise le residu obtenu dans 
1 ' ethctnol . 

On peut preparer les composes de formule (I") dans 
laquelle R3 est different de R4 de la maniere suivante. 

La L-proline ou I'acide L-pipecolique sont traites par • 
25 un equivalent d' aldehyde de formule R3-CHO (dans laquelle R3 
est comme defini plus haut) en presence d'hydrogene et de 
palladiiim sur charbon. 

Apres alkylation reductrice, 1 • a-aminoacide N-alkyle 
par le radical R3 est obtenu par evaporation du solvant et 
30 recristallisation dans I'ethanol. Au prealable, le palladium 
sur charbon a ete separe par filtration.- 

L'a-aminoacide M-alJcyle est alors quaternise par un 
equivalent d'halogenure d'alkyle de formule R4X dans 
laquelle X = Br, Cl ou I, et R4 et tel que defini plus haut 
35 dans une solution hydromethanolique en presence d'un 



BNSDOCID: <WO 0047046A1 I > 



wo 00/47046 



PCT/FROO/00370 



9 

equivalent de carbonate de potassium, 

Les produits obtenus sont separes par evaporation des 
solvants puis purifies par recristallisation dans 1 ' ethanol . 
Le compose de formule (I), (I') ou (I") est 
5 avantageusement utilise sous la forme de zwitterion ou sous 
la forme du sel de la fonction ammonium, le centre ion etant 
alors choisi dans le groupe comprenant F~, CI". Br", I", NO3', 
RgSOa", R7COO", avec Rs et R7 representant notamment des 
radicaux alkyle, arvlalkyle ou phenyle eventuellement 

10 substitues ; de preference le contre ion est choisi dans le 
groupe comprenant Cl", I" et NO3' ; le compose de formule 
(I), (I') ou (I") peut egalement etre mis en cEuvre sous 
forme de complexe avec un sel mineral tel que IK. 

Selon un mode de realisation avantageux, le compose 

15 comportant la structure betaine ou betainoide, est utilise 
seul ou en combinaison avec au moins un autre produit 
phytosanitaire ou un agent fongicide ou insecticide, De 
faQon particulierement avantageuse, 1 ' utilisation selon 
1^ invention est realisee par application foliaire. 

20 L* invention pourra §tre bien comprise a 1 * aide du 

complement de description qui suit et des exemples non 
limitatif s qui sont donnes en rapport avec . des modes de 
realisation avantageux. 

Se proposant, par consequent, de stimuler la 

25 germination des grains de pollen, on s'y prend comme suit ou 
de fagon equivalente. 

On traite les plantes dont il s'agit de stimuler la 
germination des grains de pollen a I'aide d'xxne composition 
pour application notamment foliaire comprenant ,\ outre les 

30 vehicules et constituants classiques de ce genre de 
compositions, au moins un compose comportant la structure 
betaine ou betainoide et notamment de formule (I), (I*) ou 
(I"). 

Ce traitement est realise au moment de la floraison et 
35 plus pr^cis^ment au moment de la pollinisation . 
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II est mis en oeuvre, de preference, avant ou durant la 
periode correspondant a I'ouverture des antheres . 

II peut etre effectue par pulverisation d'une 
composition comprenant une quantite efficace d'au moins un 
5 des composes de formule (I), (I') ou.(I"). 

II est possible d* avoir recours a une seule 
pulverisation; toutefois, il peut Stre. avantageux de la 
renouveler au moins une fois; dajis ce cas, la premiere 
pulverisation est avant ageusement effectuee des 1' apparition 
10 des premieres fleurs ; dans le cas des arbres fruitiers, la 
deuxieme application est effectuee 8 a 15 jours plus tard. 

Le moment precis sera choisi en fonction de la plante 
traitee. 

Celle-ci pourra §tre constitute par toute plante 
15 d'interSt agronomique ou ornemental pour laquelle la 
fecondation fait appel soit a un mecanisme de pollinisation 
croisee (designee par le terme allopollinisation) , soit a un 
mecanisme de pollinisation directe (designee par le terme 
autopollinisation) dans lesquels le pollen et le stigmate 
20 interesses appartiennent a uii meme individu. Les plantes qui 
ne sont pas visees par la presente invention sont celles 
dont les enveloppes extemes des fleurs ne s'ouvrent pas et 
dans lesquelles la pollinisation s' effectue en quelque sorte 
a huis clos, le pollen n'etant pas mis en liberte et germant 
25 directement dans I'anthere; c'est le cas des fleurs 
cleistogames . 

De bons resultats peuvent §tre obtenus in vitro avec 
les pollens de plantes aussi diverses que 

- le tabac, 

30 - les plantes legumi^res telles que les carottes, 

tomates, choixjc- fleurs et pommes de terre, 

- des arbres frui tiers tels que le pommier, le cerisier 
et le prunier, 

- les plantes oleagineuses telles que le soja, le 
35 tournesol et le colza. 
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- des cereales telles que le mais, 

- des fleurs telles que le lis. 

L' invention porte egalement sur des compositions de 
stimulation- de ' la germination des graines de pollen qui 
5 comportent, outre les constituants et vehicules classiques, 
de 5 a 6000 |ig/ml, de preference de 50 k iSOO ixg/ml et plus 
pref erentiellement de 100 a 1000 ^ig/ml d'au moins un compose 
a structure betaine ou betainoide. 

Selon un mode preferentiel de realisation de la 
10 composition confonne a 1' invention, le compose a structure 
betaine ou betainoide presente la formule (I), (I') ou (I"). 

Lorsque la composition est appliquee sous forme 
liquide, le compose de formule (I), (I') ou (I") lest 
incorpore dems une composition sous forme liquide- ou 
15 ' pulverulente . 

Le vehicule est generalement 1 * eau. 
- II est toutefois possible d* avoir recours, en lieu et 
place de I'eau, a un vehicule choisi dans le groupe 
comprenant les huiles minerales, les huiles vegetales, tous 
20 corps gras liquides et les alcools dont notamment le 
propyleneglycol ou la glycerine. 

Les constituants classiques essentiels qui pourront 
etre associes au compose de formule (I), (I') ou (I") sont 
fonction de la matiere active et des plantes traitees; ils 
25 sont choisis generalement dans le groupe comprenant des 
charges solides, des solvants, des agents tensioactif s , des 
agents dispersants et des agents emulsif iants . 

Lorsque la composition est appliquee sous forme de 
poudre, le vehicule est avantageusement constitue par une 
30 charge notajnment minerale. 

Cette charge peut etre choisie dans le groupe 
comprenant le kaolin, I'argile finement dispersee et le 
talc . 

Les constituants classiques qui peuvent etre inclus 
35 dans la composition se presentent sous forme de poudre et 
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sont generalement choisis dauis le groupe comprenant les 
dextrans . 

II est a noter que les compositions sous forme de 
poudre sont diluees, au moment de I'emploi, dans un vehicule 
5 constitue notamment par I'eau. 

Les compositions dans lesquelles est present le compose 
de formule (I), (I') ou {I").peuvent se presenter sous forme 
d'engrais liquides en combinaison eventuellement avec un ou 
plusieurs oligo-elements correcteurs de carence qui peuvent 
10 §tre choisis dans le groupe comprenant les sels de molybd^ne 
et de manganese . 

EXEMPIiES 

15 EXEMPIiE 1 

Preparation de la li-phenylalanine betalne . 

Dans un reacteur d'un volume minimum de 25 litres et 
balaye par un courant de gaz inerte tel que 1' azote ou 
1' argon, on introduit dauis 1 ' ordre suivant : 
20 - 1 leg de L-phenylalanine, 

- 80 g de palladium sur charbon ^5%, 

- 2,5 1 de solution aqueuse de formol A 37%, 

- 10 1 de methanol technique. 

On elimine alors le gaz inerte du reacteur en lui 
25 appliquant un leger vide puis on le remplit d'hydrogene 
jusqu'a I'obtention d'une press ion d' environ 1,1 bar. 

On agite fortement la preparation obtenue tout en 
maintenant une pression d'hydrogene de 1,1 bar. L* evolution 
de la reaction est suivie par mesure de la quantite 
30 d'hydrogene absorbee en fonction du temps. La reaction est 
conduite a la temperature ambiante. 
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Temps (en heures) 


Volume absorbe (en litres) 


0,5 


37,5 


1 


67 


2 


100 


3 


120 


4 


140 


7 


170 


9 


180 



L' agitation est maintenue pendant au- moins 48 heures, 
temps au bout duquel il n'y a plus d' absorption d'hydrogene. 
5 On arrete alors 1 ' alimentation en hydrogene puis le 

catalyseur est separe par filtration sur Biichner. On 
recupere le filtrat (environ 13,5 1) que I'on introduit dans 
un reacteur agite a double enyeloppe de 25 1. 

On ajoute a cette solution agitee a temperature 
10 ordinaire 420 g de carbonate de potassium puis, goutte a 
goutte, en 3 0 minutes, 1 kg de iodome thane. 

Des la fin de 1' addition, on agite a temperature 
ordinaire pendant 18 heures. On evapore les solvants et 
reactifs a 90*^0 sous vide de 30 mbars jusqu'a obtenir dans 
15 le fond du reacteur un solide blanc . On ajoute a ce solide 
4,5 1 d'ethanol absolu technique que 1 ' on porte a refliox 
pendant au moins 2 heures. 

Le produit passe en solution qui devient limpide. Si 
celle-ci est trouble, on la filtre sur verre fritte. On 
20 laisse la solution revenir a temperature ordinaire et la L- 
phenylalanine betalne cristallise. 

Le produit cristallin est separe par filtration sur 
Buchner, lave par de 1' acetone puis par de 1 'heptane, puis 
seche sous vide. On obtient ainsi 1,5 kg (83%) de complexe 
25 L-phenylalanine betaine iodure de potassium d'une purete 
super ieure a 95%. 
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EXEMPIiE 2 

Procede de preparation a paxiiir d'algues brunes d'un 
extrait d'algues designe par GR 39 . 

On soumet 690 g d'algues fraiches de type Laminajria. 
5 dig-itata a una extraction en presence de 1 litre d'acide 
sulfurique 0,1 M. L ' extraction est realisee au bain-marie a 
7 0°C pendant 2 h.3 0 sous agitation. 

Apres clarification du milieu par filtration sur des 
f litres de marque SEITZ, de porosite 1 |im, le liquide obtenu 
• 10 est soumis a une ultrafiltration tangentielle sur une 
membrane tubulaire carbone-ceramique de type "Carbosep" de 
porosite 300.000 Daltons . L* operation est realisee en 
main tenant une press ion transmembranaire de 5 bars. 

On obtient ainsi un filtrat presentant un volume 
15 d' environ 0,9 litre et de pH 2 a 2,5. On neutralise le 
produit par addition d'une solution de soude 1 M jusqu'a pH 
entre 6 et 7 . 

Le filtrat neutralise est ensuite soumis a une 
ultrafiltration tangentielle grSce a un systeme .Pellicon 

20 commercialise par la. Societe Millipore equipe d'une cassette 
de porosite 3 000 Daltons associee a une pompe PROCON 
egalement commercialisee par la Societe Millipore. Le 
filtrat . ainsi obtenu est ensuite lyophilise et on obtient 
ainsi 8 g de poudre s^che correspondant a 1 ' extrai t GR 39. 

25 La teneur en L-phenylalanine betaine dans 1 ' extrait GR 

3 9 est de 0,03 ppm ± 0,01 ppm (ppm signifiant partie par 
million, soit mg/kg) . ^ , 

* * ★ 

30 

Le principe des tests in vitro dont il a ete question 
plus haut consiste a faire germer des grains de pollen d'une 
plante donnee au sein d'une solution aqueuse de la substance 
phytoactive que 1 * on teste du point de vue de ses activites 
35 stimulatrices de la germination. 
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Daxis les tests decrits ci-apres realises in vitro, la 
substance phytoactive est un compose a structure betaine ou 
betainolde. 

On a plus particulierement examine les effets obtenus 
5 avec le L-phenylalaxiine betaine et avec I'extrait GR 39, 

II est; important de veiller a ce que 1 ' eau dans 
laquelle sont effectuees les experiences soit d'une tr^s 
grande purete; le degre de purete minimum peut etre 
caracterise par une resistivite superieure a 10 mega-Q x cm. 
10 On decrit ci-apres lesdits tests dans leur application 

a une plante donnee, a savoir .le tcibac . 

On recolte des grains de pollen de Nicotiana, ta±>acum a 
partir d'antheres juste dehiscents sur des fleurs 'bien 
epanouies; chaque fleur poss^de cinq antheres . 
15 Pour cette recolte, on detache les antheres de leurs 

filaments; quatre antheres sont identiques au point de vxie 
longueur de filament; la cinqui^me qui a un filament plus 
court n'est pas utilisee par souci d ' homogeneite • 

On travaille dans le champ de vision d'une loupe 
20 binoculaire, ce qui permet d'effectuer les manipulations 
avec plus de precision ; on enleve, apres les avoir 
disposees dans un verre de montre rempli d'une eau repondant 
aux susdites conditions de purete, les parois des antheres 
pour liberer les grains de pollen. 
25 On nettoie les grains de pollen par trois ou quatre 

lavages a 1 * aide de la meme eau pure . 

On laisse decanter et on elimine ceux des grains qui 
f lottent . 

On elimine 1 * exces d'eau et on obtient une suspension 
30 de grains de pollen designee par "SP" . 

Dans une premiere serie d* experiences, on a prepare des 
solutions aqueuses de concentrations croissantes de L- 
phenylalanine betaine ; ces concentrations croissantes sont 
de 5 M-g/ml/ 10 |ig/ml, 5 0 ^ig/ml, 100 |Xg/ml, 500 |lg/ral, 
35 1000 Jig/ml, 1500 |Lig/ml, 2000 ^ig/ml, 2500 P-g/ml, 3000 Hg/ml, 
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4000 .Ug/ml, 5000 )ag/ml, 6000 ttg/ml . 

Du point de vue pratique, on utilise des plaques de 
titration comportant par exemple 6 rangees de 4 puits ayant 
un diametre de 1 cm et une profondeur de 1 cm. 
5 On introduit dans chaque puits . un volume de 1000 jil 

d'une solution qui comporte le compose a tester a 1 ' une des 
susdites concentrations . 

On ajoute egalement dans chaque puits un volume de 3 0 
jLil de la suspension "SP". 
10 Le melange est homogeneise. 

C*est h I'interieur des puits des plaques de titration 
que se produit la germination des grains de pollen et que 
1 ' on etudie I'activite stimulatrice du compose a structure 
betaine. 

15 Chaque experience est realisee au moins cinq fois et 

chaque fois on precede ci deux repetitions. 

En meme temps, on realise deux experiences temoin. 
Une premiere experience temoin est effectuee dans 1 ' eau 
repondant aux susdites conditions de purete, c'est-^-dire 
20 directement sur la suspension "SP" . Cette experience est en 
fait destinee a controler la purete de 1 ' eau utilisee; en 
effet, dans une eau repondant aux susdites' conditions de 
purete, aucune germination ne se produit. 

Une deuxidme experience temoin est effectuee en 
25 utilisant un tampon de germination comportant dans de 1 ' eau 
ayant la susdite purete 

- du saccharose a raison de 12% en poids, 

- de I'acide borique a raison de 0,01% en poids, 

- du chlorure de calcium dihydrate a raison de 0,03% en 
30 poids. 

II est connu que dans ce tampon la germination des 
grains de pollen est optimale. 

Les plaques de titration sont ensuite maintenues a 
I'obscurite a une temperature de 22*^0 a 24°C. 
35 Une premiere observation est faite sous la loupe 
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troisieme 3 6 heures apres le debut de 1 ' experience . 

A chacune des observations, on apprecie un certain 
nombre de parametres, a savoir: 
5 - la densite des grains de pollen en train de germer, 

- la longueur du tube pollinique, cette appreciation 
etant facilitee par 1 ' utilisation d*une loupe binoculaire 
comportant un etalon interne, 

- I'intensite de 1 ' agglutination des grains de pollen, 

10 et 

- la lyse de ces grains . 

II se trouve que ces parametres sont dif f icilement 
quantif icibles , meme pour ce qui est de la longueur des "tubes 
polliniques etant donne que ceux-ci ne sont pas toujours 
15 rectilignes. 

Comme indique plus haut, la germination des grains de 
pollen est dans le cas de 1' experience temoin ef f ectuee -avec 
le tampon de germination optimale ; on caracterise cette 
germination optimale par le symbole 
20 Pour traduire I'intensite de la stimulation dans le cas 

- des tests effectues a 1 ' aide de la L-phenylalanine betaine 
aux differentes concentrations, il est convenu que: 

- lorsqu*il n'y a aucune stimulation, I'activite est 
consideree comme etant nulle et elle est caracterisee par le 

25 symbole 

lorsque la stimulation est comparable a celle 
constatee pour le temoin de germination, elle est egalement 
caracterisee par le symbole ++++, 

lorsque les stimulations se traduisent par une 
30 germination d'une partie des grains de pollen, on les 
caracterise suivant I'intensite par ordre croissant par les 
symboles £, +, ++ et +++ . 

Dans le cas du tabac, les concentrations optimales 
determinees pour la L-phenylalanine betaine sont de 
35 100 fig/ml ci 2000 |ig/ml, avec une activite maximale pour 1000 
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ixg/ml . 

Dans une deuxieme serie d ' experiences , on a effectue 
les memes tests tou jours sur le tabac, en remplagant la L- 
phenylalanine betaine par l*extrait GR 39 obtenu 
5 conf ormement a 1 ' exemple 2. Get extrait a ete mis en CEuvre 
selon le meme protocole et aux memes concentrations que la 
L-phenylalanine betaine. 

Les activites ainsi trouvees pour la L-phenyl-alanine 
betaine et pour 1' extrait GR 39 sont reunies dans le 
10 tableau A. 



TABLEAU A 



Concentration en |ig/nnl 


4000 


3000 


2000 


1000 


. 500 


100 


50 


L-phenylalanine betaine preparee 
selon Texemple 1 et purifiee a 98% 








fill 


-HM- 


.-f-+ 


e + • 


GR 39 prepare selon i'exemple 2 




++ 






+ 


8 


6 



L'examen des resultats reunis dans le tableau A montre 
que la L-phenylalanine betaine est active a une 
15 concentration de 100 a 2000 |ig/ml, alors que 1' extrait GR 39 
est moins actif a ces concentrations mais conserve une 
certaine activite a des concentrations superieures . 

Les essais en plein champ qui sont en cours confirment 
1' activite stimulatrice de la germination des grains de 
20 pollen. 

II devient done possible d'augmenter le rendement des 
recoltes des plantes agronomiques par la stimulation de la 
germination des grains de pollen en appliquant aux dites 
plantes des compositions comportant a titre . de matiere 
25 active au moins 1 ' un des composes a structure betaine ou 
betainoide dont il est question ci-dessus. 

On donne ci-apres quelques exemples des compositions du 
genre en question. 
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EXEMPIiE 3 

Composition a usage agricole a base de 
Phenylalanine betalne . 

Dans cette composition, la L-Phenylalanine betaine se 
5 trouve associee a des oligo-elements sous forme d'engrais 
liquide. 

Pour 1 kg en poids/poids, cette composition est 

constituee de : 

Sulfate de magnesium, 7H2O 0,3010 kg 

10 Sulfate de manganese, IH2O 0,0510 kg 

Sulfate de zinc, 7H2O 0,1060 kg 

L-phenylalanine betaine 0,050 0 kg 

Tween 80 0,0050 kg 

Eau 0,4870 kg 

15 1,0000 kg 

Cette composition peut etre utilisee a la dose de 
3 litres/ha au stade floraison sur des arbres fruitiers. 

20 EXEMPIiE 4 

Composition a usage agricole a base 
de L* Phenylalanine betaine > 

Cette composition soluble se presente sous forme de 
poudre contenant la matiere active en association avec du 
25 molybdene. 

Pour 1 kg en poids/poids, cette composition est 
constituee de : 

Molybdate de sodixim 0,010 kg 

L-Phenylalanine betaine 0,100 kg 

30 Kaolin 0, 890 kg 



1,000 kg 



Cette composition pourra Stre utilisee apres 
35 dissolution dans 1 ' eau ^ raison de 10 g/1 a la dose de 
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1 kg/ha et pulverises au moment de la floraison, sur des 
plantes legiimieres . 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation pour la stimulation de la gemninacion 
des grains de. pollen des plantes agronomiques d'une quantite 

5 efficacs d'au moins un compose comportant la struccure 
betaine ou betainoide, ledit compose etant different de la 
glycine betaine. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee 
10 par le Ea;it que le compose comportant la structure becai-ne 

ou becainoide est represente par la formule 



1^ coo- 



ls 




(1) 



20 dans laque lie: 

- represente une chaine laterale d'un a-amino-acide 
naturel, 

Ra, R3/ R4 representent des radicaux alkyles 
identiques ou differents, satures ou insatures-, ramifies ou 
25 non, comportant de 1 a 16 atomes de carbone et 
eventuellement un ou des noyaux arortlatiques ou 
heterocycliques , 

- R5 represente I'atome d'hydrogene ou un radical 
alkyle sature ou insature, ramifie ou non, comportant de 1 a 

30 5 atomes de carbone, ce radical alkyle pouvant porter des 
fonctions monovalentes notamment des hydroxyles et des 
halogenes ainsi que des fonctions divalentes, notammenc des 
carbonyles, 

Rl, R2, R3, R4 et R5, lorsqu'il est different de K, pris 
35 deux a deux, pouvant former des cycles ayant de 3 a 10 
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chalnons, ces cycles pouvant comporter au moins un 
heteroatome a 1' exception de la glycine betaine. 

3. Utilisation selon la .revendication 2, caracterisee 
5 par le fait que le compose comportant la structure betaine 

ou becaionide est represente par la formule (I), dans 
laqueile : 

- Ri represence la chalne lacerale d'un a-amino-acide 
aromatique choisi dans le groupe comprenant les radicaux 

10 phenylalkylene, hydroxyphenylal!cylene et indolyl-alkylene 
ayaxit de 1 a 5 atomes de carbone, le radical aminopropyle et 
le radical aminobutyle, , 

- R2, R3 et R4 sont des radicaiix alkyles idenciques ou 
differents ayant de 1 a 3 atomes de carbone et 

15 - R5 represente I'atome d'hydrogene . 

4. Utilisation selon 1 • une des revendications 2 ou 3, 
caracterisee par le fait que le compose comportant la 
structure betaine ou betainoxde presente la formule (I') 

20 suivance : 




25 \ / ^''^ 

(CH2)n 

dans laqueile: 

30 - n est un nombre entier de 1 et 10, de preference n = 

2 ou n = 3 et 

- Ri, R4 et R3 sont tels que definis a la revendication 

1 . 

35 5. Utilisation selon 1 ' une quelconque des 
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revendications 2 a 4 , caracterisee par le fait que, dans le 
compose de formule (I) ou (I'), Ri represente la chaine 
laCeraie d'un a-aminoacide aromacique choisi dans le groupe 
comprenant: les phenylalkylenes , hydroxyphenyl-alkylenes et 
5 indolylalkylenes ayant de 1 a 5 atomes de ' carbone ou un 
radical aminopropyle ou aminoethyle . 

6. Utilisation selon 1 ' une quelconque des 
revendications 2 a 4, caracterisee par le fait que le 
10 compose comportan.t la structure betaine ou betainoide 
presente la formule (I*)suivante : 



15 




in 



20 dans laquelle: 

- n est un nombre entier compris entre 1 et 10, de 
preference n = 1,^ 

- R3, R4 et R5 sont tels que definis A la revendication 

1 . 

25 

7. Utilisation selon la revendication 1, caracterise 
par le -fait que le compose presentant la structure betaine 
est choisi dans le groupe comportant la L- tyrosine betaine, 
la L-tryptophane betaine, la L-lysine betaine, la L-arginine 

30 betaine, la L-lysine (quacernisee au niveau de 1' azote en 
position 5) -betaine, la L-arginine (quatemisee au niveau 
d'un azote du residu guanidine) -betaine . 

8, Utilisation selon la revendication 1, caracterise 
35 par le fait que le compose comportant la structure betaine 
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ou becainoa.de est la L-phenylalanine betaine. 



9 . 



Utilisation 



selon 



1 ' une 



quelconque 



des 



revendications 2 a 8, caractsrise par le fait que le compose 
5 de formule (I), (!') ou (I") est applique sous la. forme de 
zwittarion ou sous la forme du sel de la fonction ammonium, 
le concre ion etant choisi dans le groupe comprenant NO3", 
F", Cl\ 3r", I', R5SO3- et R7CO6*, R5 et R? represencant 
notamment des radicaux alkyle, arylalkyle .ou phenyle 
10 eventuellement substitues, de preference CI", I' et NOi"' 

10. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 10,: 
carac^arisee par le fait qu'elle est realisee par 
application f oliaire . 



11. Composition de stimulation de. la germination des 
grains de pollen comprenant, outre les constituants et 
vehicules chimiques 5 a 6000 jig/ml, de preference 50 a 1500 
ug/ml et plus pref erentiellement encore de 100 a 1000 Lig/ml 

20 d'au mo ins un compose a structure betaine ou becainoide, de 
preference au moins un des composes utilise selon 'une 
quelconc[ue des revendications 2 a 10 . 

12 . Precede de preparation de L-phenylalanine betaine 
25 carac cerise par le fait qu*il comprend : 

- une etape de N-dimethylation de la L- phenylalanine 
(II) a I'aide d'hydrogene et de formol selon le schema 
reactionnel : 



15 




HCHO 



H2 




NH2 



CH3 CH3 



(II) 



(III) 
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- une etape de methylation du produit (III) obtsnu a 
1 ' etape precedente a 1 ' aide d'iodure de methyle selon le 
schema reactionnel : 



10 




- une etape de purification de la L-phenylalanine 
becaine (IV) obtenue a 1' etape precedente, cette etape de 
15 purification comprenanc une recristallisation notaminent par 
I'ethanol, puis un lavage par de I'acecone puis par de 
1 ' heptane . 
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Cadre I Observations - lorsqu'll a ^te estime que certaines r vendicatiohs ne pouvaient pas falre I'obj t d'une recherch b 
(suite du point 1 de ia premiere feuilie) 



Confomi6ment d rartide 17.2)a). certaines revendications n'ont pas fait Tobjet d'une recherch pour les motifs suivants: 

1. Les revendications . 

— se rapportent ^ un objet k l*6gard duquel radministration n'est pas tenue de proc6der a la recnercne. a savotn 



Les revendications n*** „ . ^. . ^ 

— se rapportent k des parties da la demande intemationaie qui ne remplissent pas suffisarmnent les conditions prescntes pour 
qu'une recherche significative puisse dtre effectu6e, en pairticulier 



3. I Les revendications n*^ , ^ ^ ^ 

— sont des revendications d6pendantes et ne sont pas r6dig6es conforTn6ment aux disposibons de la deuxieme et de la 
troisi^me phrases de tar^gle 6.4.a). 

Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unit^ de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuilie) 

L'administration charg6o de la recherche Internationale a trouv^ plusieurs inventions dans la dennande intemationaie, k savoir 

voir feuilie supplemental re 



Comme toutes les taxes additionnelles ont 6t6 paydes dar« les d^lais par le d^posant le present rapport de recherche 
intemationaie porta sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 



2. I I Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y prfitaient ont pu dtre effectudes saiis effort particulier 
justifiant une taxe additionnelte. l'administration n'a soUicit^ le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. I I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demand^es a 6t6 payde dans les d^lais par te d6posant le present 
< — ^ rapport de recherche intennationate ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont dtd payees, k savoir 
les revendications n *** 



4. I I Aucune taxe additionnelle denr»nd6e n'a M pay6e dans les d6lais par le d^posant En cons^ence. te prtoent rapport 
' — ' de recher^e intemationaie ne porte que sur I'invention mentionn^ en premier lieu dans les revendicatiorts; elle est 
couverte par les revendicatiorts n 



Remarque quant k la r^serv | [ Les taxes additionnell s ^talent accompagntes d'une r6serve de ta part du d^posar . 

[ y I Le paiement d s taxes additionnelles n'^tait assorti d'aucune r^rve. 
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1. revendi cations: 1-11 

Composition de stimulation de la germination des grains de 
pollen utilisant un compose comportant la structure betaine 
ou betainoide et utilisation d'un tel compose a ^exclusion 
de la glycine betaine pour la stimulation de la germination 
des grains de pollen 



2. revendi cation : 12 

Procede de preparation de L-phenyl alanine 
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